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Abstrak 
 
Latar Belakang : Infeksi koryza merupakan infeksi saluran pernafasan bagian atas pada ayam 
yang disebabkan oleh Avibacterium paragallinarum. Bakteri Av. paragallinarum memiliki 
beberapa serotipe diantaranya A, B dan C yang memiliki perbedaan pada sifat antigenesitas 
dan imunogenesitasnya. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan serotipe dari beberapa 
isolat Av. paragallinarum asal ayam petelur yang menunjukan gejala klinis koryza. 
Metode : Menggunakan metode Multiplex PCR (mPCR). 
Hasil : Lima belas sampel usapan sinus asal ayam petelur komersil di daerah Jawa Tengah 
yang diisolat pada tahun 2013-2014, digunakan di dalam penelitian ini. Hasil mPCR 
menunjukan bahwa enam isolat merupakan Av. paragallinarum serotipe A, tujuh isolat 
merupakan serotipe C-4 serta dua isolat gabungan serotipe A dan C-4.  
Kesimpulan : Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa serotipe Av. paragallinarum yang 
menyebabkan infeksi koryza pada ayam petelur di Jawa Tengah adalah serotipe A dan C-4. 
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Abstract 
 
Background :  Inferctious coryza is an upper respiratory tract infects in chickens caused by 
Avibacterium paragallinarum Av. paragallinarium has several serotypes which is A, B and C 
which that has difference in their antigenicity and immunogenicity properties.(Objective) This 
study aims to determine serotypes of some Av. paragallinarum isolates from laying hens with 
clinical symptoms of coryza. 
Method : Using multiplex PCR method (mPCR). 
Results : Fifteen sinus swab samples from commercial laying hens in Central Java areas 
isolated in 2013-2014 that were used in this study. mPCR results showed that six isolates are 
Av. paragallinarum were belong to serotype A, seven isolates were belong to serotypes C-4, 
whilst two other isolates were belong to serotypes A and C-4.  
Conclusion : Our results indicating that Av. paragallinarum serotypes A and C were the cause 
of infection coryza amongst laying hens in Cebtral Java.  
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PENDAHULUAN  
Koryza adalah penyakit pernapasan akut 
ayam yang disebabkan oleh Av. paragallinarium, 
penyakit ini sangat menular dan menyebabkan 
infeksi pada saluran pernapasan bagian atas 
ayam yang bersifat akut dan bisa berubah 
menjadi penyakit pernapasan kronis
1
. Infeksi Av. 
paragallinarum dapat terjadi pada semua ayam 
yang sedang dalam masa pertumbuhan, baik 
pada ayam pedaging atau aayam petelur. Gejala 
klinis yang terlihat yaitu keluarnya eksudat atau 
lendir dari sinus hidung dan mulut, kepala bagian 
depan bengkak, nafsu makan menurun 
(anorexia) dan diare. Produksi telur menurun 
antara 10-40% sehingga penyakit ini dapat 
mengakibatkan kerugian ekonomi pada industri 
perunggasan
2
. 
Avibacterium paragallinarum 
diklasifikasikan menjadi tiga serovar A, B 
dan C3. Sedangkan4 mengklasifikasikan 
bakteri ini menjadi dua serovar, 1 dan 2. 
Selanjutnya5 melaporkan bahwa serotipe A 
sesuai dengan serovar 1 sedangkan serotipe 
C sesuai serovar 26. Av. paragallinarum 
serotipe A dan C saat ini dianggap sebagai 
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gen penyebab utama infeksi koryza. Varian 
baru Av. paragallinarum  baik serotipe B dan 
C muncul di negara-negara di wilayah 
Amerika Latin dan Afrika Selatan. Kehadiran 
varian baru tersebut menyebabkan 
penurunan efektivitas vaksin Av. 
paragallinarum yang umumnya dibuat dari 
serotipe klasik A, B dan C.  
 
Infeksi koryza pada ayam di Indonesia 
telah diketahui sejak tahun 1974 dan 
disebabkan oleh Av. paragallinarum serotipe 
A dan C7. Namun informasi mengenai 
serotipe Av. paragallinarum yang bersirkulasi 
dan menyebabkan infeksi koryza pada ayam 
di Indonesia sangatlah terbatas, penelitian 
terakhir yang dilakukan untuk karakterisasi 
Av. paragallinarum dilakukan pada tahun 
20008. Pada penelitian ini akan dilakukan 
penentuan serotipe Av. paragallinarum yang 
menyebabkan koryza pada ayam petelur 
komersil di Jawa Tengah dan diharapkan 
hasil studi yang diperoleh dapat melengkapi, 
menambahkan informasi mengenai apa saja  
serotipe Av. paragallinarum yang ada di 
Indonesia. 
Isolasi dan identifikasi Av. 
paragallinarum umumnya dilakukan pada 
media agar yang dilamjutkan dengan uji 
konfirmasi (uji gula-gula). Namun teknik 
isolasi dengan media agar mempunyai 
banyak kendala yaitu perlu waktu lama, 
bahan media mahal, membutuhkan 
suplemen faktor tumbuh Nicptinamide 
adenine dinucleotide (NAD) dan faktor 
mikroorganisme komensal lain cepat tumbuh 
sehingga akan menghambat pertumbuhan 
Av. paragallinarum. Koloni yang dicurigai Av. 
paragallinarium selanjutnya dilakukan uji 
konfirmasi berupa uji-uji: katalase, ornithin 
dekarboxilase, galaktoside, dilanjutkan 
dengan uji fermentasi dan terbentuknya 
asam dari galaktosa, manitol, sorbitol, 
sukrosa dan trehalosa9.  
Metode identifikasi Av. paragallinarum 
menggunakan teknik Polymerase Chain 
Reaction (PCR) telah dikembangkan oleh 
[10,11] berhasil mendeteksi keberadaan Av. 
paragallinarum serotipe B dari sampel 
usapan sinus ayam yang menunjukkan 
gejala klinis infeksi koryza. Teknik multiplex 
PCR (mPCR) dikembangkan untuk 
menentukkan serotipe Av. paragallinarum12.  
Tujuan Penelitian ini adalah melakukan 
identifikasi dan penentuan serotipe Av. 
paragallinarum yang diisolasi dari ayam 
petelur komersil yang menunjukkan gejala 
klinis koryza menggunakan teknik single 
PCR (sPCR) dan Multiplex (mPCR) 
mengacu pada [11,12].   
METODE  
Penelitian ini menggunakan lima belas 
sampel usapan yang diisolasi dari ayam 
petelur komersil yang menunujukan gejala 
klinis terinfeksi koryza. Sampel diisolasi pada 
tahun 2013-2014 di daerah  Jawa Tengah. 
Sampel ini merupakan koleksi dari 
Laboratorium Imunologi Divisi Mikrobiologi 
Medik Departemen Ilmu Penyakit Hewan 
dan Kesmavet Fakultas Kedokteran Institut 
Pertanian Bogor. Sebagai kontrol positif 
digunakan isolat Av. paragallinarum serotipe 
A yang diperoleh dari Balai Besar Penelitian 
Veteriner (BBLITVET).  
          Identifikasi Av. paragalinarum 
dengan Metode singel Polymerase Chain 
Reaction (sPCR) 
 Ekstrasksi DNA Bakteri. DNA bakteri  Av. 
paragallinarum dilakukan dengan 
menggunakan kit ekstraksi (NucleoSpin® 
Tissue) Macherey_Nagel, sesuai dengan 
prosedur dari manufaktur. Hasil dari 
ekstraksi berbentuk cair kemudian diukur 
konsentrasi DNA menggunakan 
spektrofotometer. Amplifikasi DNA pada 
sPCR. Sekuen DNA dari primer yang 
digunakan untuk identifikasi Av. 
paragallinarum dilihat pada Tabel 1. Gen 
terget untuk identifikasi Av. 
paragallinarumadalah HPG-2 ditampilkan 
pada Gambar 1 . Kondisi siklus sPCR  
adalah sebagai berikut : 94°C selama 1 
menit diikuti dengan 25 siklus dengan suhu 
65°C selama 1 menit dan 72°C selama 2 
menit, diikuti dengan ekstensi akhir pada 
72°C selama 10 menit. Reaksi terdiri dari 25 
siklus dari 94°C selama 1 menit, 65°C 
selama 1 menit dan 72°C selama 2 
menit,diikuti dengan ekstensi akhir pada 
72°C selama 10 menit. Besar produk PCR 
yang diharapkan adalah 500 bp yang 
divisualisasikan melalui elektoforesis pada 
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gel agarosa 1,2% yang mengandung 
edidium bromida 0,4 µg/ml. Tabel 1. Sekuen 
DNA Primer untuk identifikasi Av. 
paragallinarum11.
 
Penentuan serotyping Av. paragallinarum 
mengunakan mPCR. Amplifikasi DNA 
pada mPCR. Sekuen DNA dari primer yang 
digunakan pada mPCR untuk penentuan 
serotipe Av. paragallinarum adalah HMTp10 
yang merupakan gen hipervariabel dari 
protein haemaglutinin pada membran luar 
dinding sel bakteri Av. paragallinarum 
(Gambar 2). Kit eksttraksi menggunakan 
(NucleoSpin®Tissue) Macherey_Nagel, 
Master Mix Qiagen. Campuran reaksi 
amplifikasi sebanyak 22 µL mengandung 
12,5 µL  2x Multoplex PCR Master Mix 
Qiagen, 2,5 µL  10x Primer mix, 7 µL  Rnasr-
free water, 3 Tample. Siklus mPCR adalah 
sebagai berikut  98°C  selama 7 menit diikiti 
30 siklus dengan suhu 98°C  selama 1 
menit, 56°C  selama 1 menit, 72°C  selama 2 
menit, diikuti tahap akhir 72°C  selama 2 
menit12. Hasil mPCR divisualiasikan dengan 
elektroforesis gel agarose 1,2% yang 
mengandung etidium bromida 0,4 µg/ml. 
besaran produk mPCR tergandung dari 
serotipe Av. paragallinarum yaitu berikut 
serotipe A 800 bp, serotipe B 1100 bp dan 
serotipe C 1600 bp (Tabel 2). Tabel 2 
sekuen DNA primer untuk penentuan 
serotipe Av. paragalinarum12. 
 
 
 
Analisis Data . Seluruh data yang 
didapat dari studi ini dianalisa secara 
deskriptif. 
 
 HASIL  
Lima belas sampel usapan sinus yang 
digunakan dalam penelitian ini menunjukkan 
hasil positif Av. paragallinarum dengan 
metode sPCR ditampilkan pada Gambar 3. 
Targen gen pada sPCR adalah gen HPG-2 
yang akan menunjukkan besaran produk 
PCR pada 500 bp. 
 
Serotyping Av. paragalinarum dengan 
mPCR. Hasil mPCR menunjukkan bahwa 
enam isolat merupakan Av. paragallinarum 
serotipe A, tujuh isolat merupakan serotipe 
C-4, serta dua isolat merupakan gabungan 
serotipe A dan C-4. Visualiasi mPCR 
ditampilkan pada Gambar 4. 
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Hasil identifikasi lima belas sampel 
usapan sinus ayam petelur komersil dengan 
sPCR menunjukkan hasil positif keberadaan 
bakteri Av. paragallinarum. Hasil visualisasi 
produk mPCR menunjukkan hasil sebagai 
berikut: enam isolat memiliki besar pita 800 
bp yang merupakan seroyipe A, tujuh isolat 
memiliki besaran pita 300 bp yang 
merupakan serotipe C-413. Ringkasan hasil 
sPCR dan mPCR dilihat pada Tabel 3. 
 
 
PEMBAHASAN  
Pada hasil sPCR ini sesuai dengan 
penelitian12 bahwa positif Av. paragalinarum 
di besaran pita sebesar 500 bp kemudian 
dilanjutkan mPCR yang menunjukkan 
besaran pita yang berbeda pada masing-
masing serotipe (A, B dan C). serotipe C 
memiliki antisera C-1, C-2, C-3, C-4. 
Serotipe A dan C 50% mempunyai kemiripan 
di regio. Dengan demikian, serotipe A dab C 
spesifik pada regio di gen HMTp 210, yang 
merupakan gen yang conserved untuk 
menunjukkan serotipe A dan C14. Pada 
besaran pita 300 bp tergolong kedalam 
serotipe C-413 sedangkan serotipe B pada 
pita besaran 1100 bp tidak terdeteksi, hal ini 
sesuai dengan5 dimana serotipe B 
dinyatakan sebagai serotipe yang tidak 
patogen dan serotipe B bersifat spesifik 
lokal, yang artinya serotipe B yang 
ditemukan di suatu lokasi sangat berbeda 
serotipe B di tempat yang lain.  
Pada penelitian ini tidaak dilakukan 
teknik isolasi dan identifikasi menggunakan 
media agar maupun uji serologis dalam 
menentukan serotipe Av. paragalinarum. 
Teknik isolasi dan identifikasi menggunakan 
media agar memiliki kendala anatara lain 
memerlukan waktu lama, harga media relatif 
mahal dan kondisi laboratorium maupun 
sumber daya harus yang memadai dan 
faktor mikroorganisme komensional lain 
cepat tumbuh srhingga akan menghambat 
pertumbuhan bakteri patogen yang akan 
dicari15, selain itu Av. paragallinarum 
memerlukan media spesifik yang mahal dan 
suplemen faktor tumbuh Nicotinamidae 
adenine dinucleotide (NAD).  
Teknik serologis yang umum 
digunakan untuk serotyping Av. 
paragallinarum adalah uji hambatan 
hemaglutinasi (HI)  yang terbagi menjadi tiga 
uji yaitu : simple, extracted dan treated. Uji  
HI yang paling sederhana didasarkan pada 
penggunakan sel utuh Av. paragalinarum  
serotipe A dan sel eritosit ayam16. Teknik ini 
hanya dapat mendeteksi antibodi pada ayam 
hasil vaksinasi atau yang pernah terinfeksi 
atau terpapar oleh Av. paragalinarum  
serotipe A. Metode extracted HI didasarkan 
pada potassiuum thocyarate (KSCN) 
ekstraksi dari sel Av. paragalinarum   yang 
disonikasi dan eritosit ayam yang difikasi 
dengan glutaraldehid17. Uji ini dapat 
membedakan antibodi spesifik serotipe C 
pada darah ayam yang terinfeksi atau 
divaksinasi dengan Av. paragalinarum   
serotipe C, kelemahan dari uji extracted HI, 
yaitu ayam yang terinfeksi secara alamiah 
akan bereksi negatif. Uji treated HI dilakukan 
berdasarkan pada perlakuan hialuronidase 
sel utuh Av. paragalinarum   dan eritosit 
ayam yang difikasi dengan formaldehid18. 
Teknik ini belum distandarisasi dan belum 
dipakai. Uji ini dipakai untuk deteksi antibodi 
pada ayam yang divaksinasi dengan vaksin 
coryza serotipe A, B dan C tapi hanya 
antibodi A dan C yang menunjukkan hasil 
titer yang tinggi. 
Teknik isolasi dan identifikasi 
menggunakan media agar dan uji HI, tentu 
saja tidak dapat digantikan begitu dengan 
teknik sPCR untuk menentukan agen 
penyebab utama dan mPCR untuk 
menentukan seroyipe Av. paragalinarum  . 
Berdasarkan19 gold standar untuk seotyping 
Av. paragalinarum   adalah uji HI sehingga 
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tidak bisa mengevaluasi hasil identifikasi 
dengan sPCR serta hasil serotyping  dengan 
teknik mPCR. Namun untuk kebutuhan 
diagnosa cepat penyebab koryza , teknik 
molekuler seperti sPCR dan mPCR dapat 
direkomendasikan karena teknik ini 
mengindentifikasi gen spesifik dari Av. 
paragalinarum. 
 
KESIMPULAN  
Penelitian ini mengindikasikan bahwa 
serotipe Av. paragalinarum yang 
menyebabkan infeksi koryzaa pada ayam 
petelur di Jawa Tengah adalah serotipe A 
dan C-4.  
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